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ラーゼはこのデンプンの α－1,4 グルコシド結合、また、α－1，6 グルコシド結合の加水分
解を行う酵素である。α－1,4 グリコシド結合をランダムに加水分解する endo 型の酵素を
α アミラーゼ、非還元性末端からマルトース単位で α－1,4 グリコシド結合を水解する exo
型の酵素を β アミラーゼ、非還元性末端からグルコース単位でグ α－1,4 リコシド結合、α




















年 11 月~2006 年 3 月)において、当研究室の林教授と 2008 年に大学院修士課程を修了し
た川越翼氏が行った。その後、2007 年卒業の室井氏により清水の海洋細菌同定法(17)これ
らの一連のアミラーゼ生産菌は Pseudomonas 属、あるいは Alcaligenes 属、
Chromobacterium 属である可能性が示唆されている。これらの菌は吸光度が 0.2Abs 程度
















第 1 章  南極海由来アミラーゼ生産菌 8 株の性状 
南極海水からの微生物の収集は、本大学の海鷹丸の第 18 次遠洋航海にて行ったもので





らデンプン培地に植菌し、5℃で一週間後、6mm 以上のクリアゾーンを形成した 8 株を優
良菌株とした。試料とした海水の No.、プレート名称、菌の番号から 2A-31 株、2A-42 株、






表 1 南極海水を採水した CTD のデータ 







1 2006/1/11 0:24 65.14.0809 34.25.2112 1356 -0.2 15.0  
2 2006/1/12 21:32 65.40.2026 35.59.2948 4543～100 0.2 9.8  
3 2006/1/13 3:30 65.19.9535 35.58.112 100～10 0.0 8.0  
4 2006/1/14 17:00 64.59.954 38.0.158 4873～150 1.7 8.2  
5 2006/1/14 22:39 65.20.0558 37.59.7932 4821～500 1.4 9.0  
 
 







1.   実験方法 
10℃、15℃、20℃、25℃、30℃の各温度段階にて増殖曲線の測定を行い、最適温度の
測定を行う。各温度に設定したインキュベータ内で BPG 液体培地にて培養し、４時間ご




2.   試薬調製 
Broth Pepton Glucose(BPG)液体培地の調製 500ｍL 





表 2 BPG 液体培地の組成（ｇ/Ｌ） 
試薬名 規格 メーカー 数量(g) 
魚肉エキス  和光純薬 2.5 
MｇSO₄・７H２O 特級 国産化学 1.25 
ペプトン  和光純薬 2.5 
KCl 特級 国産化学 0.5 




②デュラン瓶に移し、121℃20 分で高圧蒸気滅菌を行い、これを滅菌済み BPG 液体培地
とした。 
 
3.   実験操作 
①綿栓が隠れるまでアルミホイルで覆った 100mL 容三角フラスコを 160℃4 時間乾熱
滅菌したものに、滅菌済み BPG 液体培地を無菌的に分注器にて 50mL 入れ培地 9 個
作った。前々培養を、－80℃にて凍結保存された 8 菌株を解凍、100μL 植菌し、20℃
のインキュベータにて振盪培養を行った。また、残りの 1 本をブランクとして培地の
みの三角フラスコも同時に振盪培養した。 
②前培養を、滅菌済み BPG 液体培地を分注器にて L 字管に 10mL 入れ、前々培養にて
増殖した菌体を 100μL 植菌し、本培養における各設定温度にて行った。 







4.   結果 
 
図 1 2A-31 株の温度別経時変化における増殖曲線 




図 2 2A-42 株の温度別経時変化における増殖曲線 







図 3  2B-1 株の温度別経時変化における増殖曲線 





図 4  4D-4 株の温度別経時変化における増殖曲線 
2B-1 株は 20℃～15℃においての増殖が速く、20℃では 8 時間後に、15℃では 12 時間






図 5 5A-25 株の温度別経時変化における増殖曲線 






図 6  5A-37 株の温度別経時変化における増殖曲線 





   
図 7  5C-66 株の温度別経時変化における増殖曲線 






図 8  5C-72 株の温度別経時変化における増殖曲線 












図 9 2A-31 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 







図 11 2B-1 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 






図 13 5A-25 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 





図 15 5C-66 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
 
図 16  5C-72 株の対数増殖期における温度別単位時間当たりの吸光度増加量の変化 
 
全ての菌株において 30℃では前培養の段階から生育しておらず、30℃以上では生育で





において至適生育温度と比べても、2A-31 株、2A-42 株、4D-4 株、5A-37 株、5C-72 株は













1.  Somogyi-Nelson 法による還元糖の測定法 
酵素活性はアミラーゼがアミロースを分解して産生された還元糖の測定を行うことに







Somogyi-Nelson 法は Cu2O を硫酸酸性下で燐モリブデン酸と反応させ、モリブデン青
として比色する方法である。基本反応は以下の通りである。 
2Cu2＋ ＋ 還元糖 → Cu2O 
Cu2O ＋ H2SO4 → 2Cu＋ 
2Cu＋ ＋ MoO42－ ＋ SO42－ →2Cu2＋ ＋モリブデン青 
 
1.2 試薬調製  
表 3 Somogyi Nelson 法に用いた試薬調製 100mL 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
酒石酸カリウムナトリム塩 特級 国産化学 1.2 g 
無水炭酸ナトリウム 特級 関東化学 2.4 g 
硫酸銅 特級 昭和化学 0.4 g 
炭酸水素ナトリウム 特級 関東化学 1.6 g 
無水硫酸ナトリウム 特級 国産化学 18 g 
モリブデン酸アンモニウム（４水和物） 特級 和光純薬 2.5 g 
濃硫酸 特級 和光純薬 2.1 mL 
ヒ酸二ナトリウム（７水和物） 鹿特級 関東化学 0.3 g 
 
①酒石酸カリウムナトリウム塩 1.2ｇと無水炭酸ナトリム 2.4g を水約 25mL に溶かし、
10%硫酸銅水溶液 40mL と炭酸水素ナトリウム 1.6g を加えた。 
②熱水 50mL に無水硫酸ナトリウム 18g を加え、沸騰させた。 
③①と②を混合し水を加えて 100mL にし、密栓し暗所に保存。数日後に沈殿物を、濾紙
を使ってろ過したものをⅠ液とした。 
④モリブデン酸アンモニウム 2.5g と水約 45mL に濃硫酸 2.1mL を溶かした。 
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⑤ヒ酸二ナトリウムを水 2.5mL に溶かした。 
⑥④と⑤を混合し、水を加え 100ml とし、攪拌しながら 55℃25 分加熱した。（褐色瓶に
保存し、一年間は使用可）これをⅡ液とした。 
 
1.3  実験操作 
①試料 1mL にⅠ液を 1mL 加え、100℃で 20 分間加熱した。 
②冷却後Ⅱ液を 1mL 加え、混合後、水を加え、混合後、水を加えて 10ml とした。 

















基質 amylose ,  typeⅢfrom Potato（1mg/ 0.1M NaOH 1mL ） 
酵素液 α アミラーゼ 0.1％ 0.01％ 0.005％ 0.0025％ 0.00125% 
反応停止液 Somogyi-Nelson 法Ⅰ液 
反応時間 0 分 5 分 10 分 20 分 
反応温度 30℃ 
 
2.2  試薬調製 
表 4 アミロース、アミラーゼ溶液の調製にもちいた試薬 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
アミロース  Fluka 50 mg 
アミラーゼ Min.20units/mg 和光純薬 10 mg 
塩酸 特級 国産化学 1 mL 
水酸化ナトリウム 特級 和光純薬 0.3 g 
 
0.1％アミロース溶液の調製 50mL 
①水酸化ナトリウム 0.3g を蒸留水 30mL に溶かし約 0.24mol にした。アミロース 50mg
を加え混合した。 
②pH6.0 にするために塩酸 0.615mL を蒸留水 20mL に加えて 0.416mol とし、pH メータ
ーで測りながら添加した。 




①アミラーゼ 0.01g を 10mL にメスアップを行い、0.1％アミロース溶液を作成した。 







2.3  実験操作 
①基質溶液入りの試験管：10mL 試験管 6 本に基質 3.5mL をそれぞれ添加した。 
②反応停止液入りの試験管：10mL 試験管 6 本にⅠ液 1mL 添加し作成した。 
③酵素液保存：保存は氷中、反応開始 5 分前に使用量を 30℃のウォーターバスに入れ反応
温度に合わせた。 





⑦0 分においては反応停止液 1mL 入りに 0.875mL の基質溶液を加え、次いで酵素液
0.125mL を加えて混合し測定を行った。この 0 分の反応を、吸光度を測定する際のブラ
ンクとした。 
⑧試料 1mL にⅠ液を 1mL 加え、100℃で 20 分間加熱した。 
⑨冷却後Ⅱ液を 1mL 加え、混合後、水を加え、混合後、水を加えて 10mL とした。 













3.1  実験方法 
増殖の各時期における酵素活性の強さの変化を測定するため、アミラーゼ生産菌の対数
増殖期（17 時間後）、前期定常期（48 時間後）、および後期定常期（72 時間後）における




3.2  試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
またこの BPG液体培地に 0.1%デンプンを加えたものを 0.1%デンプン含BPG液体培地と
した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく 0.1%アミロース基質を作製し、酵素反応の
基質に使用した。 
 
3.3  実験操作 
①前々培養、前培養を行ったアミラーゼ生産菌を 0.1％デンプン含 BPG 液体培地 20mL
に 200μL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養を行った。 
②対数増殖期（17 時間後）、前期定常期（48 時間後）、後期定常期（70 時間後）に菌液 1.5mL
を取り出し遠心分離機（11000rpm,10000G）によって微生物を沈殿除去した。 
③微生物取り除いた試料 0.5mL を 0.1％アミロース基質 3.5mL に添加、攪拌後 5、10、
20 分間反応させ、産生された還元糖を 1.3.2 と同じく Somogyi-Nelson 法によって測定
した。 
④0 分においては 1.3.3 と同じく、反応停止液 1ml 入り試験管に 0.875ml の基質溶液を加





4.   結果 







4.2  アミラーゼ標準品を使った酵素活性の測定 
 
図 18 標準品アミラーゼ濃度と反応時間の関係 
Abs．1.5 以上になるとランベルト・ベールの法則の直線性が得られなかった。酵素反応
による生成物の反応速度が 0.001％以下では一定しているが 0.01％以上では一定でなく、







4.3  酵素反応時間の設定 
 
 









図 21 2B-1 株の各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係 
 
この 3 菌株においては 17 時間後の活性が一番高く、次いで 48 時間後、72 時間後と経
時的に活性は低くなった。また、酵素-基質反応時間が 20 分間を経過すると直線性が得ら
れなくなっていた。以上の結果から酵素-基質反応時間は、各培養経過時間に対して直線性
が得られた 15 分間に設定した。 
 
5.   考察 






2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株においては酵素活性が高い順に 17 時間後、48 時間後、72
時間後であった。また、各培養経過時間における酵素-基質反応時間と吸光度との関係の直
線性は反応時間 20 分間を経過すると得られなくなっていた。以上の結果から酵素-基質反










1.  増殖曲線と酵素活性の比較 




1.2  試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
また、本培養には 0.1%デンプン含 BPG 液体培地を使用した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく、0.1%アミロース溶液を作製し使用した。 
 
1.3  実験操作 
①前々培養、前培養を行ったアミラーゼ生産菌をデンプン 0.1％含んだ BPG 液体培地
10mL に 100μL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養を行った。 
②8 時間毎に酵素活性測定を行い、同時に菌の増殖曲線も吸光度を測定した。酵素活性の
測定は 10℃、20℃、30℃において 0.1%アミロース水溶液 3.5mL に、遠心分離機
（11000rpm,10000G）によって微生物を取り除いた試料 0.5mL を添加、攪拌後 15 分
間反応させ、生産された還元糖をソモギ・ネルソン法によって測定した。 








2.1  実験方法 
培養した菌液を一定時間ごとに取り出し、その酵素液の経過時間に対する安定性の測定
を Somogyi-Nelson 法にて測定を行った。 
 
2.2 試薬調製 
1.2.1 の増殖曲線の測定と同じく BPG 液体培地を作製し前々培養、前培養に使用した。
また、本培養には 0.1%デンプン含 BPG 液体培地を使用した。 
 
酵素反応の基質として 1.3.3 の試薬と同じく、0.1%アミロース溶液を作製し使用した 
 
2.3 実験操作 
①前々培養、前培養を行った菌液８株をそれぞれ 0.1%含ＢＰＧ液体培地 100mL に対して
1mL 添加した。 
②12、24、48、72 時間毎に菌液を取り出し、 1.1×103rpm,104G にて遠心分離機にかけた
後、0.20μm のメンブランフィルターにて菌を分離した。 
③滅菌済みの試験管に 10mL ずつ入れ 20℃にて保存し、12、24、48、72 時間経過後に
1.4.1 と同じく菌液とアミラーゼ基質を反応させ Somogyi-Nelson 法にて測定酵素活性
の測定をした。 




































































図 30 2A-31 株における培養経過時間と生産酵素の消長 





図 31 2A-42 株における培養経過時間と生産酵素の消長 








図 32  2B-1 株における培養経過時間と生産酵素の消長 






図 33  4D-4 株における培養経過時間と生産酵素の消長 








図 34  5A-25 株における培養経過時間と生産酵素の消長 






図 35  5A-37 株における培養経過時間と生産酵素の消長 








図 36  5C-66 株における培養経過時間と生産酵素の消長 





図 37  5C-72 株における培養経過時間と生産酵素の消長 







5.  考察 
表 5 24 時間後における温度別酵素活性(U) 
濁度(Abs) 10℃ 20℃ 30℃
2A-31 1.063 8.705 11.226 9.921
2A-42 0.984 8.749 9.899 11.072
2B-1 0.694 6.360 8.594 7.400
4D-4 0.730 7.377 8.041 6.448
5A-25 0.904 5.432 6.183 4.988
5A-37 0.927 5.696 6.426 5.165
5C-66 0.888 5.652 6.271 7.112
5C-72 0.980 5.342 6.316 7.178  
 
全ての菌株の経時変化と増殖濁度に対する酵素活性の測定から、定常期に近くになると
活性が低くなる傾向があった。5A-25 株は 16 時間後にもっとも酵素活性が高く、その他
の菌株も 24 時間後に酵素活性のピークがみられた。2A-31 株、2B-1 株、4D-4 株、5A-25





の活性が最も高く、それ以後、次第に酵素活性は低下した。 供試した 8 株の中では 2A-31
株と 2A-42 株に、比較的高い酵素活性とその活性保持がみられた。吸光度 0.513～1.160
の間に酵素活性のピークが確認できた。また酵素活性の最も高い 24 時間培養時に生産さ





第４節 TLC によるアミラーゼ生産菌の生産物の測定 
 
1.   実験方法 
薄層クロマトグラフィー(TLC)では薄層板の一端を展開液に浸し、展開液とともに試料
が移動するときの移動距離の違いによって物質を分離する。原点から成分のスポット中心




BPG 液体培地にて微生物を 24 時間培養し、この微生物試料を 10,000rpm で 5 分間遠
心分離を行い、菌体を沈澱させた上澄みを酵素液とした。この酵素液を 1%デンプン溶液
に対して、１/8(v/v)量添加し、20℃で 1 時間反応させ、TLC 分析試料とした。 
 
2.   試薬調製 
表 6 TLC に使用した試薬の組成 
試薬名 規格 メーカー 数量 単位 
1-ブタノール 特級 和光純薬 50 mL 
メタノール 特級 国産化学 30 mL 
ホウ酸 特級 昭和化学 0.01854 g/10mL 
硝酸銀 特級 国産化学 0.84935 g 
展開液 ブタノール：メタノール：0.03M ホウ酸水溶液 （5：3：1）の展開液 20ｍL 
に対して硝酸銀を 0.84935g 添加し 0.25N にしたものを使用した。 
 
3.   実験操作 
①試料を 10mL 試験管にとり、乾燥窒素ガス気流下で 2mL 程度まで濃縮を行った。 
②薄層板のシリカゲル塗布面を上にして置き、端から 15 mm のところに鉛筆で軽く出発
線を引いた。この線上に、試料を載せるための印を付け、原点とした。 
③試料溶液を毛細管に取り、原点の一つに軽く触れ、試料の直径が 2 mm 程度になるよう
にスポットし、溶媒が乾くまで放置した。この操作を数回繰り返して、小さく濃いスポ
ットを作った。 
④展開槽に展開液を約 5 mm の高さまで入れ、容器を傾けて内壁全体を溶媒で濡らし、
蓋をしてしばらく置いて内部を展開液の蒸気で飽和させた。 
⑤蓋を開け、下端が展開液にまっすぐに浸るように入れ、瓶の内壁に立てかけて素早く蓋
を閉め、展開液の先端が薄層板の上端から 20 mm まで達した所にて展開を終了した。 
⑥25%アンモニア水を入れ、アンモニア蒸気にて飽和させた展開層の中に 1 時間放置後、




⑧Rf 値の算出  Rf ＝ a/b   
a =（原点から試料のスポットの重心までの距離） 
b =（原点から展開液の先端までの距離） 
4.   結果 
 
図 8 菌株の酵素液でアミロースを処理した後の TLC 
1:2A-31 株 2:2A-42 株 3:2B-1 株 4:4D-4 株 5:5A-25 株 6:5A-37 株 7:5C-66 株 
8:5C-72 株 9:スクロース 10:マルトース 
2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株の Rf 値はいずれも
0.25 付近であっためマルトースが産生されていることが確認できた。これらの菌株はアミロー
スからマルトースを生産することができるアミラーゼを生産することが確かめられた。また、
4D-4 株の Rf 値は 0.35 付近であり、スクロースが産生されることが確認できた。 
 






 2A-31 株、2A-42 株、2B-1 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株はアミロースから
















1.   実験方法 
マルトース、セルロース、ペクチン、デンプンを含む培地を調製し、菌液の添加後、増
殖曲線と還元糖の測定を行う。還元糖の測定は Somogyi-Nelson 法にて行った。 
 
2.   試薬調製 










表 8 マルトース培地 100mL  
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
マルトース 特級 和光純薬 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MgSO₄・7H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
 









試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
デンプン 特級 国産化学 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MｇSO₄・７H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
ペクチン  和光純薬 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MgSO₄・７H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 
NaCl 特級 国産化学 300 
43 
 
表 10 セルロース培地 100mL  
試薬名 規格 メーカー 数量(mg) 
セルロース  シグマ 200 
ペプトン  和光純薬 500 
イーストエクストラクト  和光純薬 500 
MｇSO₄・7H２O 特級 国産化学 250 
KCl 特級 国産化学 100 






3.   実験操作 
①1.2.1 と同じく、前々培養、前培養を行った保存菌８菌株の菌液を、調製したそれぞれ
の液体培地 100mL に対して 1mL 植菌し、インキュベータ内 20℃において振盪培養し
た。 
②12 時間毎に還元糖の測定をした。マルトース、ペクチンは還元糖を測定する際の試料は、






4.   結果 
デンプン培地の分解 
 





た。還元糖の総量を示す吸光度は 192 時間後には 0.837Abs まで減少した。 
 
 
図 39  2A-42 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
2A-31 と同様に 72 時間後までデンプンが分解され還元糖が増えている。72 時間後から
45 
 
は還元糖の増加は止まり、144 時間後までほぼ平衡状態である。その後、この 2A-42 株も
徐々に還元糖は減少した。還元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期に入ると減





図 40  2B-1 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
72 時間後までデンプン分解が進み還元糖の増加みられる。その後、平衡状態となり 132
時間後には還元糖は減少していく。還元糖は微生物の増殖が進むごとに増加し、定常期に
入ると減少の傾向がみられた。192 時間後には 0.745Abs まで減少した。以後、4D-4 株、
5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株、5C-72 株においても同様の傾向がみられた。 
 
 






図 42  5A-25 株のデンプン分解で生じた還元糖量の経時変化 
 
 



















図 46  2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 





























図 50  5A-25 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
5A-25 株の増殖が定常期に入り、48 時間後から還元が減少した。 
 
 























図 54 2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
セルロース培地の分解 
 
図 55 2A-31 株のマルトース培地中の還元糖量の経時変化 
ペクチン、セルロース培地においては還元糖の変化が全ての菌株においてみられなかった。 
 







は 192 時間後には 2A-31 株(0.837)、2A-42 株(0.868)、2B-1 株(0.745)、4D-4 株(0.854)、
5A-25 株(1.282)、5A-37 株(1.308)、5C-66 株(1.24)、5C-72 株(0.986)まで減少した。 
 
マルトース分解について 
4D-4 株、5A-25 株、5C-72 株は他の菌株に比べて還元糖量の減少が大きかった。2A-31
株、5A-25 株、5C-72 株のように後半から還元糖量の減少が大きくみられる菌株や、４D-
４株のように早い段階から段々と減少がみられる菌株など還元糖の減少の仕方にも差異
がある。2B-1 株、4D-4 株、5A -37 株、5C-66 株においては微生物の対数増殖期から還元















16SrDNA の部分塩基配列を BLASTN program (21)にて相同性を検索することで同定し
た。BLASTN program とはインターネットを介して塩基配列を送信し、DDBJ などの登
録機関に登録してある塩基配列と相同性の高い配列を検索するコンピューターソフトで




究」(22)における 16SrDNA 解析を多少変更して行った。 
 
1.   実験方法 





は 95℃：2min, 30cycle (95℃：1min 55℃：1min 72℃：2min) 72℃：2min にて行い、
Thermal Cycler Dice (Takara, Shiga, Japan)を使用した。PCR 反応物は Exo-sap IT で
精製した。シーケンシングには Big dye terminator cycle sequencing kit v3.1 を使用した。
シーケンシングの際には前述の 27f プライマーと 1492r プライマー (24)を使用した。Big 
dye terminator cycle sequencing kit v3.1で 16SrDNA の 5’側約 300bpのシーケンシング
を行った。DNA シーケンサーは ABI PRISM 310 (Applied biosystems) を使用した。
BLASTN を使用し、得られた配列の相同性の検索を行った。 
 
2.   試薬調製 
試薬名 メーカー 数量 
SolutionⅠ Nippon gene, Tokyo, Japan 300μL 
IEW Nippon gene, Tokyo, Japan 100mL 
SolutionⅡ Nippon gene, Tokyo, Japan 150μL 
SolutionⅢA Nippon gene, Tokyo, Japan 100μL 
SolutionⅢB Nippon gene, Tokyo, Japan 120μL 
IsoplantⅡ Nippon gene, Tokyo, Japan 140μL 
Exo-sap IT GE healthcare, Buckinghamshire, England 4μL 





Nippon gene, Tokyo, Japan 3mL 
1492r 
5`-ggctaccttgttacgactt-3` 
Nippon gene, Tokyo, Japan 3mL 
2.5MdNTPs Nippon gene, Tokyo, Japan 10μL 
Taq ポリメラーゼ Nippon gene, Tokyo, Japan 1μL 
Exo-sapIT GE healthcare,Buckinghamshire,England 4μL 
Big dye Applied biosystems,CA 1.5μL 
  
3.   実験操作 
DNA の抽出 
①前日までに BPG 寒天培地上に菌の培養を行った。 
②SolutionⅠを 50℃に温め結晶を溶かす。SolutionⅠ以外は氷上に用意した。 
③1.5mL のエッペンドルフチューブに滅菌 IEW(ion exchange water)を 1mL 入れ、対象
の菌株を 1 白金耳添加後、ボルテックスにかけ、攪拌した。 
④15000rpm、5min で遠心分離機し、菌体に水を含ませるとともに沈殿分離した。 
⑤上澄みの水相を丁寧に捨て不純物を取り除いた。 
⑥ペレット状になった菌体を溶かすため、 1 白金耳のリゾチームを IEW3mL に溶かした
ものを 300μL 添加し、30℃30min 後、10000rpm、5min にて遠心分離機にかけた。 






⑪SolutionⅢB120μL を添加し、ボルテックスを行った後、氷上にて 10min 放置した。 
⑫15000rpm、10min にて遠心分離機をかけて、一番上の水相だけを新しいエッペンチュ
ーブに移した。水相が崩れないように慎重に行わなければならない。 
⑬水相の 2 倍量の 100%エタノールを添加し、軽く振り、繊維状の DNA の確認をした。 
⑭15000rpm、10min にて遠心分離機にかけ、ペレットを崩さないように上澄みを抜き取
った。 
⑮70％エタノール 500μL 添加し、DNA を洗浄した。 
⑯ 15000rpm、5min にて遠心分離機にかけた。 
⑰エタノールを取り除いた後、20min 風乾させた。 
 
PCR にて DNA の増殖 





③氷上に PCR 用のエッペンチューブを PCR 用と DNA 濃度測定用の２本ずつ用意した。 
DNA の濃度測定 
①新しいエッペンチューブにて IEW を加え試料を 10 倍に希釈した。 
②分光光度計(260nm)で DNA 濃度を測定した。 
③濃度から PCR 時に DNA が１μg 以下を添加するための液量(ｘ)を求めた。 
PCR 
①新しいエッペンチューブに PrimerF 2mL、PrimerR 2mL、buffer10μL、2.5mMdNTPs 
8μL をいれた。 
②DNA の濃度から求めた液量(ｘ)、IEW 77-ｘmL を加え、最後に Taq ポリメラーゼ 1μL
を加えた。taq は振動、熱に弱いため取扱いに注意し、入れる直前に冷凍庫から出して
すぐにしまう。 
③PCR 装置にてホットスタートで PCR を行った。 
 
PCR 産物の精製 
①新しい PCR 用のエッペンチューブを用意し、PCR 産物 10μL と Exo-sap IT 4μL を添
加した。 
②PCR プログラムを使用して 37℃、１h、80℃、15min 経過させる。その後は 4℃に保持
した。 
 
サイクルシーケンス（Big dye reaction） 
①新しい PCR 用のエッペンチューブを用意し、IEW 4.5μL、精製した DNA 5.3μL、シー




Dye termination の精製 
①Auto Seq TM G-50 Dye Termination Removal kit を用いて行った。 
 
DNA シークエンサー 







4.   結果 
Strain name   Organisms (DDBJ Accession No.) Similarity (%) 
2A-31  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18241) 100 
  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18239) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (X86466) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (X86465) 100 
2A-42  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
2B-1  Acinetobacter sp. (Z93436) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921469) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921468) 100 
   Acinetobacter calcoaceticus (EU921466) 100 
4D-4  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18241) 100 
  Pseudoalteromonas haloplanktis (Y18239) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (X86466) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (X86465) 100 
5A-25  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365524) 100 
5A-37  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
5C-66  Pseudoalteromonas sp. (EU770397) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU440050) 100 
  Pseudoalteromonas sp. (EU365604) 100 
   Pseudoalteromonas sp. (EU365595) 100 
5C-72  Acinetobacter sp. (Z93436) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921469) 100 
  Acinetobacter calcoaceticus (EU921468) 100 




5.   考察 
南極海から単離したアミラーゼ生産菌の中には、16SrRNA の結果から Acinetobactr sp.
と Pseudoalteromonas sp.のどちらかの種に共通して分類できた。Bergey’s manual of 
systematic bacteriology(25)からこれらの菌株の特性を調べてみると、
Pseudoalteromonas sp.はグラム陰性細菌であり、これらは簡易同定の結果と同様の結果
であった。Pseudoalteromonas sp(2A-42 株、5A-25 株、5A-37 株、5C-66 株)
や.Pseudoalteromonas haloplanktis(2A-31 株、4D-4 株)は塩要求性があることや一部の
種類では 0～4℃の低温においても成長できることがわかっている。これは南極海のような
低温の環境においても生育できたと考えられる。Acinetobacter sp.( 2B-1 株、5C-72 株)
は 20～37℃の間に至適生育温度があり、特に Acinetobacter calcoaceticus は 15～37℃の
間に至適生育温度があるといわれている。これは第 1 章 1 節で得られた増殖曲線の結果と
一致した。第 1 章 3 節の酵素活性の結果と比べると Pseudoalteromonas sp.である 2A-31
株、4D-4 株、5A-25 株、5A-37 株は 20℃において高い酵素活性が得られ、また、2A-42









第 2 章 固定化した南極由来アミラーゼ生産菌によるデンプンモデル汚水分解の検討 
本章では第１章にて、供試した 8 株の中で、比較的高い酵素活性とその活性保持がみら







第 1 節  固定化微生物によるデンプン分解の検討 













2.   試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
濾材 鑑賞魚水槽上面濾過用 ドイツ 10mL 
キトサンビーズ 孔径 50μｍ 東京理科器械 10mL 
BPG 液体培地   1L 
可溶性デンプン 特級 国産化学 4g 
NaCl 特級 国産化学 3.4g 
ヨウ化カリウム 特級 関東化学 0.7g 
ヨウ素 特級 和光純薬 0.3g 
 
固体化微生物の調製(14) 
①BPG 液体培地 500mL を作製し、1L のデュラン瓶に入れ、高圧滅菌（121℃、20 分間）
を行った。前々培養、前培養を行った 2A-31、2A-42 株各 1mL を滅菌済み 200mL 三角






培地に入れ、吸光度が 1.0Abs 前後になるまで約 24 時間培養し、担体に微生物を吸着固
定化させた。 
③担体を取り出し、表面に付着している遊離状態の菌を除去するために、滅菌済み生理的
食塩水で軽く洗浄した後、新たな BPG 液体培地 200mL をフラスコ内に用意しインキュ




①BPG 液体培地 50ｍL＋500mg(1%相当量) 
②BPG 液体培地 25ｍL＋蒸留水 25ｍL＋500mg(1%相当量) 





ヨウ化カリウム 0.7g、ヨウ素 0.3g と蒸留水 100mL を混合し、作製した。 
 
3.   実験操作 
①滅菌済み 200ｍL 三角フラスコに調製した培地を 50mL ずつ分注し、キトサンビーズ、
濾材に固定化した微生物を50 mL添加しインキュベータ内20℃にて96時間振盪培養を
行った。 
②測定は 6 時間毎にヨウ素デンプン反応を分光光度計にて吸光度を測定した。 
 
ヨウ素デンプン反応の操作(27) 






4.   結果 
①BPG 液体培地 50ｍL＋500mg(1%相当量) 
 
図 56 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 57 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 







②BPG 液体培地 25mL＋蒸留水 25mL＋500mg(1%相当量) 
 
図 58 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 59 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 






③BPG 液体培地 5mL＋蒸留水 45mL＋500mg(1%相当量) 
 
図 60 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 61 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
1%デンプンを含んだ 1/10 濃度 BPG 液体培地 50mL においても 2A-31 株、2A-42 株の
両株は担体が濾材とキトサンビーズのいずれであっても同程度のヨウ素デンプン反応の
吸光度の低下がみられた。2A-42 株は 42 時間後には 0.249Abs まで吸光度は低下したが、






図 62 担体に固定化した 2A-31 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
 
図 63 担体に固定化した 2A-42 株による試料のヨウ素デンプン反応の経時変化 
 








5.   考察 
全ての菌株において吸光度の低下がみられたが、基質中における BPG 液体培地の割合
が高いほど、吸光度の低下が早くみられた。しかし BPG 培地を全く含まない 1%デンプン
















第 2 節  小規模なデンプン分解モデルにての分解能の測定 








2.  試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
硫酸 特級 和光純薬 237mL 
過マンガン酸カリウム 特級 和光純薬 1.5804g 
シュウ酸ナトリウム 特級 和光純薬 0.41875g 
硝酸銀 特級 和光純薬 20g 
 
6 mol/L 硫酸溶液の調製 
蒸留水 463mL に硫酸 237mL をメスシリンダーとメスピペットで少量ずつ加えて、6 
mol/L 硫酸溶液を調製した。 
 
5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液の調製 
過マンガン酸カリウム 1.5804g を正確に秤取し、蒸留水 2000mL と混合させ、沸騰して
いる水浴上で 1 時間以上加熱し、褐色瓶にて冷暗所に保存し、一夜放置後使用した。 
 
12.5 mmol/L シュウ酸ナトリウム標準溶液を 250 mL の調製 
200℃で約 1 時間乾燥させ、デシケーター中で放冷したシュウ酸ナトリウムを、50 mL





蒸留水 100mL に対して、硝酸銀 20g を添加し調製した。 
 
微生物の固定化 






以下の 3 種類のデンプン水溶液を調製した。 
1 本目 0.5％デンプン溶液 50mL  
2 本目 1％デンプン溶液 50mL  
3 本目 2％デンプン溶液 50mL  
 
②濾材 30ｍＬを用いたデンプン分解モデル 
以下の 3 種類のデンプン水溶液を調製した。 
1 本目 0.5％デンプン溶液 50mL  
2 本目 1％デンプン溶液 50mL  




三角フラスコに 0.5g 秤量し、メスシリンダーにて蒸留水を 50mL 測り取り、できるだけ
少量を可溶性デンプンに加えて湿らせ、残りは沸騰させてから加えて溶解させた。完全に




図 64 ペリスタポンプと注射筒を用いた小規模デンプン分解モデル 
 
3.  実験操作 










①酸化還元摘定によるＣＯＤの測定を行った。試料 0.5mL を 30mL に希釈して測定した
水試料 30 mL をホールピペットで 100 mL 容三角フラスコに取った。 
②0.2 g/mL硝酸銀溶液をメスピペットで2 mL加え、後に6 mol/L 硫酸溶液を2 mL加え、






わずかに淡紅色になった時点で、終点とし、滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリ
ウム溶液の体積を a mL とした。 
⑥ブランク試験 検水の代わりに蒸留水を用いて、②～⑤の同様の操作を行った。滴定に
要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液体積を b mL とした。 
⑦次の式を用いて、過マンガン酸カリウムによる酸素消費量を求めた。 
2.0)1000()()( / ´´´-= VfbaOCOD Lmg  
a：滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液（mL） 
b：ブランク試験の滴定に要した 5 mmol/L 過マンガン酸カリウム溶液（mL） 




第 1 章 3 節と同様に、アミロース水溶液 3.5mL に対して、試料 0.5mL を添加し、20℃
15 分経過後、還元糖の測定を行った。還元糖は Somogyi-Nelson 法を用いて測定した。 
 
ヨウ素デンプン反応 









図 65 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活
性と COD の経時変化 
 
 
図 66  キトサンビーズに固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD と
ヨウ素デンプン反応の経時変化 
 










図 67 キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 0.5%デンプン水溶液中での酵素活
性と COD の経時変化 
 
 
図 68  キトサンビーズに固定化した 2A-42株による 0.5%デンプン水溶液中での COD と
ヨウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～24 時間後の段階に最も高い酵素活性がみられ、2A-31 株と同様に COD の減
少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応は、48 時間後にはほとんどみ
られなかったため、アミロースはそれまでにほぼ分解され還元糖になったと思われる。




1％デンプン溶液 50mL  
 
図 69  キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 1%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 















図 71  キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 1%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 











2％デンプン溶液 50mL  
 
図 73  キトサンビーズに固定化した 2A-31 株による 2%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 74  キトサンビーズに固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 
8 時間後～24 時間後の段階に高い酵素活性がみられ、ヨウ素デンプン反応も 56 時間後
には 1%デンプン水溶液と同じ程度減少したが、COD の減少の割合は小さい値であった。










図 75  キトサンビーズに固定化した 2A-42 株による 2%デンプン水溶液中での酵素活性
と COD の経時変化 
 
 
図 76  キトサンビーズに固定化した2A-42株による2%デンプン水溶液中でのCODとヨ
ウ素デンプン反応の経時変化 
 















図 78  濾材に固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD とヨウ素デン
プン反応の経時変化 
 















図 80  濾材に固定化した 2A-31株による 0.5%デンプン水溶液中での COD とヨウ素デン
プン反応の経時変化 
 








1％デンプン溶液 50mL  
 




図 82  濾材に固定化した2A-31株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨウ素デンプ
ン反応の経時変化 
 















図 84  濾材に固定化した2A-42株による1%デンプン水溶液中でのCODとヨウ素デンプ
ン反応の経時変化 
 
2A-31 株と同じく、8 時間後～32 時間に比較的高い酵素活性がみられた。COD の減少
は図 71、72 のキトサンビーズと比べて低い値となっていた。しかし、ヨウ素デンプン反
応からは、48 時間後まで減少それ以降は変化がみられず、アミロースは分解され還元糖に


























図 88  濾材に固定化した2A-31株による2%デンプン水溶液中のCODとヨウ素デンプン
反応の経時変化 





5.   考察 
表 11 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株における COD(mg/L)の低下の値と
デンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 2982 1184 1798 5560 2527 3033 11198 9236 1962




表 12 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株における COD(mg/L)の低下の値とデンプン濃
度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 2978 1838 1729 5560 4464 1096 11099 10703 396




表 13 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株における酵素活性(U)（最大値、最
小値）とのデンプン濃度の比較 
Max Min Max Min Max Min
2A-31株 3.387 1.124 5.226 1.021 4.542 1.653




表 14 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株における酵素活性(U)（最大値、最小値）との
デンプン濃度の比較 
Max Min Max Min Max Min
2A-31株 2.997 1.132 2.779 1.236 2.497 1.053




表 15 キトサンビーズに固定化した 2A-31 株、2A-42 株におけるヨウ素デンプン反応(Abs)
の低下の値とデンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 0.904 0.059 0.845 1.425 0.173 1.252 1.725 0.121 1.604




表 16 濾材に固定化した 2A-31 株、2A-42 株におけるヨウ素デンプン反応(Abs)の低下の値
とデンプン濃度の比較 
0hr① 96hr② ①-② 0hr③ 96hr④ ③-④ 0hr⑤ 96hr⑥ ⑤-⑥
2A-31株 0.9 0.132 0.768 1.409 0.231 1.178 1.805 0.603 1.202







キトサンビーズの 0.5%、1%、濾材の 0.5%のデンプン水溶液の濃度段階では、COD が低
下するのと平行して、酵素活性の低下がみられた。しかしながら、キトサンビーズの 2%、
濾材の 1%、2%の濃度段階においては COD の低下はみられなかった。デンプン廃水のモ
デルとして 0.5~2.0%デンプン水溶液を対象とした第 2節の実験結果から、2A-31株、2A-42
株はデンプン濃度の低い時により高い COD 低下能を発揮していた。この他にコストや
COD の低下の程度を考慮し、約 100 倍のスケールアップを行うために第 3 節では 0.2%デ







第 3 節   スケールアップしたデンプン分解モデルの作成 
1.   実験方法 
0.2％デンプン排水をモデル汚水として 5L 調製し、上面濾過型水槽を用いて第 2 節から
約 100 倍のスケールアップを行った簡易的なデンプン分解モデルの作成をした。キトサン
ビーズは濾材よりも COD の低下の値は高いが、キトサンビーズ 50mL で 3000 円という
高いコストがかかる。実用化する場合のコスト面を考慮して、本節では濾材粉砕物を用い
て、デンプン分解モデルを作った。第 2 節と同様に COD、酵素活性、ヨウ素デンプン反
応、吸光度の測定をし、固定化微生物のデンプン分解能を調べた。 
 
2.   試薬調製 
試薬名 規格 メーカー 数量 
濾材(粉砕物) 鑑賞魚水槽上面濾過用 ドイツ製 1500g 
BPG 液体培地     3000mL 
滅菌生理食塩水（0.85％）     2000mL 
 
固定化微生物の調製 
濾材 1,500ｇ、BPG 液体培地 3,000mL、滅菌生理食塩水（0.85％）2,000mL を用いて、
第 3 章 1 節の試薬調整と同様に固定化微生物を作製した。 
  
モデルデンプン排水の調製 
第 3 章 2 節の試薬調製と同様に、5L の 0.2%デンプン水溶液を調製した。 
 






微生物を固定化した担体を用いて、8 時間おきにモデル汚水の COD を測定した。同時
に Somogyi-Nelson 法にてモデル汚水の酵素活性、ヨウ素デンプン反応、吸光度を測定し、











4.  結果 
 




図 91  濾材に固定化した 2A-31 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の COD とヨウ素デ
ンプン反応の経時変化 
 
12 時間後～24 時間後まで高い酵素活性がみられた。小規模な分解モデルと同様に COD
の減少とともに酵素活性も減少に向かった。ヨウ素デンプン反応からは、24 時間後には、
ほとんど反応はみられなかったため、アミロースは分解され新たに生じた還元糖になった









図 93  濾材に固定化した 2A-42 株による 0.2%デンプン水溶液 5L 中の COD とヨウ素デ
ンプン反応の経時変化 
 
2A-31 株と同様に 12 時間後～24 時間後まで高い酵素活性がみられた。また、COD の
減少とともに酵素活性も減少に向かっていた。同じく、ヨウ素デンプン反応からは、24
時間後には、ほとんど反応はみられなかったため、アミロースは分解され還元糖になった





5.   考察 
表 17 濾材に固定化した微生物による 0.2％デンプン水溶液の COD の低下の値 
0hr① 96hr② ①-②
2A-31株 1249 555 694











表 19 濾材に固定化した微生物による 0.2％デンプン水溶液のヨウ素デンプン反応 
0hr① 96hr② ①-②
2A-31株 0.553 0.040 0.513
















保有する南極海由来アミラーゼ生産菌 8 株はいずれも 15～20℃が増殖最適温度であっ
た。また全菌株とも 24 時間培養後に最も高い酵素活性がみられたが、その後、増殖が進
むにつれ酵素活性は低くなる傾向がみられた。特に 2A-31 株、2A-42 株の 2 種は 20～30℃
にて、他の株より高い酵素活性 11U(μmol/15min)を示していた。これらの結果から、2A-31
株、2A-42 株の 2 種がアミロースの分解に関して優良菌株であることが確認できた。なお、
24 時間後の培養液上澄みを取り出し、20℃にて酵素活性の消長を調べた結果、2A-31 株
は 48 時間後にも活性の約 60％(13U→6U)を保持しており、4D-4 株、5A-25 株、5C-72
株はアミロースの他にマルトースのも分解することが確認できた。TLC によるアミラーゼ
生産菌の生産物の測定結果から、4D-4 株はスクロースを産生し、それ以外の菌株はマルトー
スを主に産生していることが確認できた。遺伝学的同定の結果を Bergy’s manual に掲載さ
れている性状と比較したところ、2B-1 株、5C-72 株が Acinetobacter sp.であり、その他
の株はいずれも Pseudoalteromonas sp. であった。 
2A-31 株、2A-42 株の両株を用いて作成したごく小規模なデンプン分解モデルが、キト
サンビーズの場合 0.5%、1%、濾材の場合 0.5%のデンプン水溶液の濃度段階では COD が
低下するのと平行して、酵素活性の低下がみられた。しかしながら、キトサンビーズの 2%、
濾材の 1%、2%の濃度段階においては COD の低下はみられなかった。2A-31 株、2A-42
株は 1%以下のデンプン濃度において効果的に COD を低下させていることがわかった。こ























(1)   MARX J-C., COLLINS T., D'AMICO S., FELLER G., GERDAY C. (Univ. 
Liege, Liege, BEL)  Cold-Adapted Enzymes from Marine Antarctic 
Microorganisms Mar Biotechnol Vol.9 No.3  p293-304 (2007) 
(2) 今中忠行、跡見晴幸 地下極限海洋微生物の探索と利用 月刊 海洋 号外 
No.19 海洋出版 p161-167(1999)  
(3)   SHARKEY F H, BANAT I M, MARCHANT R (Univ. Ulster, Co. 
Londonderry, GBR)  A rapid and effective method of extracting fully 
intact RNA from thermophilic geobacilli that is suitable for gene 
expression analysis   Extremophiles  Vol.8 No.1 p73-77 (2004)  
(4)  石野良純、綱澤進 化学 vol.59 No.12 化学同人 p58-59(2004) 
(5)  今中忠行、松沢洋編集  極限環境微生物ハンドブック サイエンスフォーラム 
p149 (1991) 
(6)  児玉徹監修 バイオレメディエーションの基礎と実際  シーエムシー出版
p38(2003) 
(7)  須藤隆一編 環境浄化のための微生物学 講談社 p107 (1983) 
(8)  食品と開発 Vol.42 No.7 食品研究社 p15 (2008) 
(9)  有馬啓、田村学造編  生物による環境浄化 東京大学出版会 p35(1980) 
(10) 木内浩一 上治純子 加藤嘉久 渡辺剛久 北総県民センター 水質汚濁防
止法にかかわる問題事業場調査（でんぷん製造業）(2007) 
(11) 平田收正、宮本和久 生物工学会誌 第85巻 微生物共生系による余剰バイオマ
スを原料とする水素生産 社団法人日本生物工学会 p212-214 
(12)  ISIK Mustafa, SPONZA Delia Teresa ,  Anaerobic/aerobic treatment of a 
simulated textile wastewater , Sep Purif Technol  Vol.60 No.1 p64-72 
(2008) 
(13) 水質法令研究会編集 水質汚濁防止法の解説 中央法規出版 (1988) 
(14) 小野宗三郎 編 入門酵素反応速度論 アミラーゼ反応を中心として  
共立出版株式会社 p27～28(1975) 
(15) J.W.Zhang ・R.Y.Zeng  Psychorotrophic amylolytic bacteria from deep sea 
sediment of Prydz  Bay, Antarctic:diversity and characterization of 
amylases    World J Microbiol Biotechnol23  p1551-1557 (2007) 
(16) 清水昌、堀之内末治 編 応用微生物学第２版 p140(2006) 
(17) 清水潮 技報堂出版  海洋微生物とバイオテクノロジー  技報堂出版 
p229-230 (1991) 
(18) 室井崇宏 東京海洋大学卒業論文 南極海由来のリパーゼ、アミラーゼ生産
低温菌の探索 p3～20(2007) 




(21) Altschul, F. S., Thomas M. L., Alejandro S. A., Jinghui Z., Zheng Z., Webb 
M., and David J. L. (1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new 




(23) Lane D. J. (1991). 16S/23SrRNA sequencing in nucleic acid techniques. 
Bacterial Systematics (Sstackebrandt E & Goodfellow M, des), p.115-148.  
(24) Aminov, R. I., Walker, A. W., Duncan, S. H., Harmsen, H. J. M., Welling, G. 
W., and Flint, H. J. (2006) Molecular diversity, cultivation, and improved 
detection by fluorescent in situ hybridization of a dominant group of 
human gut bacteria related to Roseburia spp. or Eubacterium rectale. Appl. 
Environ. Microbiol., 72, p6371-6376. 
(25) Bergey’s manual of systematic bacteriology volume two partB second 
Edition p425-435 p467-475 
(26) 佐々木栄悟 水産加工排水より分離した酵母の解析と固定化による排水処理
への応用に関する基礎研究 東京水産大学修士学位論文 p29-31 (1999)  
(27) RENDLEMAN J A JR よう素蒸気と澱粉の反応 澱粉-よう素複合体のよう素
イオン含量の決定 Carbohydr Polym Vol.51, No.2, p191-202(2003) 
(28) 中村道徳 , 貝沼圭二編  澱粉・関連糖質実験法  東京学会出版センター 
p171(1986)  
(29) JISK0102 工場排水試験方法 経済産業 標準部会 環境・資源循環委員会 p41 
 
